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切断, プ ロ イ ン ス リ ン合成
アロ キサ ン(a1lo x a n)とス ト レ プト ゾトシ ン(str epto-
Z OtO Cin)は, きわ めて強力な催糖尿病作用 を示 し, 実
験的糖尿病の 作製 に 広く用 い ら れ てき て い る｡ こ れ ら
J〕催糖尿病物質の†乍用機構 を知る こ と は, 糖尿病の 成
乳 治療さ ら に はそ の 予 防 を解明 す るう え で 重要と 考
えられ る .
従来, 膵 ラ ン ゲル ハ ン ス 島の プ ロ イ ン ス リ ン 合成 を
低下 させ る こ とが ア ロ キ サ ン お よ び ス ト レ プ ト ゾ トシ
ンの 催糖尿病作用 の 主 要因と考え られ て き たが , こ の
プロ イ ン ス リ ン合成低下 のメ カ ニ ズム に つ い て は 不明
であ っ た .
筆者 らは , ラ ッ ト膵 か らの 分離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島を
用 い た 一玩 J有川 の 実験系 を確立 しlト9), ア ロ キ サ ンと ス
トレ プ トゾ トシ ンが ラ ン ゲル ハ ン ス 島細胞の D N A鎖を
切断し て核 ポ リ A D P- リ ボ ー ス合成酵素 を活性化 し,
その 結果細胞内 N A D量 を減少させプロ イ ン ス リン合成
を低下さ せ る こ と を明ら か に し てき た10卜 1 8)
本研究で は, さ らに , こ の D N A切断に は じま る 一 連
の
"
Bio che micaleve nts
"
が , ア ロ キサ ン や ス ト レ プ ト
ゾトシ ン の g乃 〃加 投与 に よ っ て も ひき 起 こ さ れ る か
どう か を検討す る と とも に , 分離ラ ン ゲル ハ ン ス 島 を
用 い た ね己 ひ汀和 の 系で , D N A切断の メ カ ニ ズ ム さ ら
に は プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下の防止機構 に つ き 検討 し
た.
材料 およ び方法
1. 実験動物 へ の ア ロ キサ ン と ス ト レ プ トゾ トシ ン
の 投与
体重 200- 250g の W ista r系雄 ラ ッ トに , 40mg/kg
の ア ロ キサ ン(和光純薬工業)ある い は 50m g/kg の ス
ト レ プ ト ゾ トシ ン (Upjobn) を静脈内投与 した. こ の
投与量で はほぼ 100%の 確率で ラ ッ トに糖尿病が誘発さ
れ る1 9).
2 . 膵ラ ンゲ ル ハ ン ス 島, 膵外分 泌腺細胞, 肝細胞
の 分離
ア ロ キサ ン あ るい は ス ト レ プ ト ゾ トシ ン を投与し た
ラ ッ ト か ら, 一 定時間後 に 膵臓 お よ び肝臓を摘出 し,
膵か ら は O ka m oto ら2 0)の 方法によ りラ ン ゲル ハ ンス 島
と 外分泌腺細胞と を分離 し, 肝か ら は Co x ら2 1)の 方法
に よ り遊離肝細胞 を調製 した.
3. ア ル カ リ性シ ョ 糖密度勾配遠心 法に よ る D N A
D N A Strand Bre aks by A 1lo x a n a nd Str epto z otocin in Pa n cr eaticIslets of L,angeYha ns
a nd Protecting M e cha nis m s against Experim e ntal Diabetes･ Hiro shi Ya m a m ot , Depar-
tm e nt of Bichemistry(Director: Prof. Y. Yoneya m a), Scho ol of Medicin e, Ka n aza w a
Univ ersity･ Departm e nt of Bio che mistry(Dire ctor: Prof. H . O ka m oto), School of Me-
dicine, Toya m aMedic al a nd Pha rm ac e utic al Univ ersity.
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の 分析
100 - 150個の ラ ン ゲル ハ ン ス 島, 2.5 ～ 5×105偶 の 膵
外分泌腺細胞あ るい は肝細胞 を,5 - 20% ア ル カ リ性 シ
ョ 精密度勾配上 に 重層した溶液 (1 N NaO E, 0.01 M
EDT A, 1% (Ⅴ/v) Trito n X - 100) 中で溶解 し, 26,
000rpm ･2 0
O
C ･200分間の遠心後, シ ョ 糖勾配 を分画
し1 1ト1 3〉, 各画分中の D N A量 を螢光法2 2)に よ り測定 し
た.
4. N A D量の 測定
分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 乱 あ るい は 予め ハ ン ク ス 液で
濯流 した肝組織を 0.5 N冷過塩素酸中で破砕 し, 酸可溶
性画分中の N A D畳 を筆者らの 既述 の方法1 0トⅠ2)に より
測定 した.
5. 分 離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の イ ン キ エ ペ ー シ ョ ン
Krebs - Ringe r重炭酸緩衝液(pH 7 A)に 5m M グル






























Na, 2m g/ml牛血 清ア ル ブ ミ ン ,2.8m M グル コ ー ス を
加 えた培地中で1 0川 )･2 3), 無処置ラ ッ ト か らの 分離ラン
ゲ ル ハ ン ス 島を,0.75- 1.Om M ア ロ キ サ ン あるい は2-
3m M ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン存在下 , ま た は ア ロ キサ ン
,
ス ト レ プ ト ゾトシ ン とス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム ク ー ゼ
(super o xidedisrn uta s e) (Sigm a,fro mbo vineblo od
), カタ ラ ー ゼ(catala s e) (Sigm a,fr o mbo vinelive r,
thym oト fr e e), ポリ A D P- リ ボ ー ス 合成酵素阻害物質
と の共存下 に , 37
0
C20分間イ ン キ エ ペ ー トし, イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後, ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 D NA をアル カリ性
シ ョ 精密度勾配遠心法 に よ り 分析 した.
6. プロ イ ン ス リ ン 合成能 の 測定
分離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 をア ロ キサ ン あるい はス トレ
プ ト ゾト シ ン 存在下 また はア ロ キ サ ン, ス ト レ プ トゾ
トシ ン と種 々 の 物質との 共存下に Krebs-Ringer 培地
申で 37
0
C5分間イ ン キ エ ペ ー 卜し た後, 3Ⅰト ロ イ シ ン
`
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Fig l. Sedim entatio n pr ofilein a n alkalin e s u c ro sede n sity gr adie nt of D N Aof isletsfro m
allo x a n- O r Str ePtO Z OtO Cin-tr e ated r ats. Ea ch point repre s ents the pe r c entage oftotal
D N Ar e c o v e r ed; r e C O V e ry W a Sbetw e e n85% a nd lOO%. 0 ; D N Aof isletsfro mpa n cr e a s
Ofu ntr e atedr ats(a a nd e). 0 ; D N Aof isletsfro mpa n c re a s re m o v ed at5 m in(b),10min(C)
O r20min(d)afte rintr ave n o u s administration of 40m g/kg allo x a n. △ ; D N Aof isletsfr o m
pa n c re a s r e m o v ed at5 min(f), 10min(g)o r20min(h)afte rintr a v en o u s administr atio n of
50mg/kg strepto z otocin . Sedim e ntatio n w a sfr o mleft to right. Arr o windic ate sthe po sitio n
Ofa ba cte riophage 入. D N A(3.2x lO7 dalto n s, Ne w Engla nd BioLabs).
実験的糖尿病 の 発 症と防止 の 分 子機構
(Ne w Engla nd Nu cle a r) と 20m M グル コ ー ス を加 え
てさ らに 60分間イ ン キ ュ ベ ー 卜 し, 生成 され た3Ⅰト プ
ロ イ ン ス リ ン量 をS D S- ポ リア クリ ル ア ミ ド電気泳動
後測定 したI O)･1 1), 24)
7. 核ポリ AD P- リボ ー ス 合成 酵素活性の 測定
ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島か ら細胞核 を分離 し10)11), その 一 定
量 (D N A と して約 1.5FEg) を100m M Tris - H Cl(pH




/∠Ci[U-14C-adenin e] N A D(Radio-
Che mic al Ce nter), 0.2/Jg/FLl牛胸腺 ヒ ス ト ン H lを
含む溶液中で 25℃1()分間イ ン キ ュ ベ ー 卜 し, 1 4C - ポ リ
A DP-リ ボ ー ス の 生成量 を測定したI O)･l l)･1 3〉
成 績
Ⅰ. ア ロ キ サ ン , ス ト レ プ トゾ トシ ン の 玩=正和 投与
実験
1･ ア ロ キサ ン , ス ト レ プ トゾ トシ ン の Z乃 め ∂ 投与
に よ る 膵 ラ ンゲ ル ハ ン ス 島 D N A鎖の 切 断
ア ロ キ サ ン (40m g/kg) あ るい は ス ト レ プ トゾ ト シ
ン(50m g/kg)をラ ッ トに 投与 した後, 5-20分後 に膵
を摘出 して ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島を分離 した
. 図1 に , ラ
ンゲ ル ハ ン ス 島 DN Aの アル カリ性 シ ョ 糖密度勾配中で
の沈降像 を示 す . 無処置 ラ ッ トか らの ラ ン ゲ ル ハ ン ス
島 D N A は,botto m に近 い inta ct な D N Aの 沈降位置
に単 一 の ピ ー ク と し て回収 され た (図1, a, e). ア ロ
キサ ン あ る い は ス ト レ プ トゾトシ ン 投与ラ ッ トの ラ ン
ゲル ハ ン ス 島 D N A は, 投与後5 - 1 0 分後 に す で に , 低
分子側 に 幅広い ピ ー ク と し て 沈降し, こ れ に 伴 っ てin-
ta ctな D N Aは 減少 した (図1,b, C,f, g). 投与後 20
分で は, ア ロ キ サ ン , ス ト レ プ ト ゾ トシ ン の い ずれ に
よ っ ても , ラ ンゲ ル ハ ン ス 島 D N A はほぼ完全 に 断片イヒ
され て い た (図1. d, h).
2
.
ア ロ キサ ン , ス ト レプ ト ゾ トシ ン わ2 ぬノβ 投与
の 膵外分 泌腺細胞, 肝細胞 D N Aに お よぽす影響
つ ぎに ア ロ キサ ン あ るい は ス ト レ プ ト ゾ トシ ンの 投
与によ り, ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島以外の 組織の D N A が どの
よ うな影 響 をう ける か を検討した. ア ロ キ サ ン(40m g/
kg) ある い はス トレ プ ト ゾト ン ン (50m g/kg) 投与後
20分後 に は ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 D N Aはほ ぼ完全に 断片
化さ れ て い た ( 図2, a , b) が , 同時に 分離 した膵外
分泌腺細胞の DN Aに は断片化は ほとん ど認め られ ず,
対照の 無処置ラ ッ トの外分泌腺細胞 DN A と同 一 の 沈
降像を示 した ( 図2, C, d). 肝細胞 D N A は, ス ト レ
プ ト ゾト シ ン に よ り断片化 され たが , ア ロ キサ ン に よ
811
っ て は全く影響を う けな か っ た ( 図2, e,f).
3. ア ロ キ サ ン , ス ト レ プ ト ゾトシ ン才乃 め β 投与
の 膵 ラ ンゲ ル ハ ン ス 島 肝細胞 NA D量に 右よ ぽ
す影響
筆者 ら は先 に, 分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島を 用 い た 如
か 加 の 実験 に よ り, D N A鎖が 切断 され る と核 ポ リ
A D P-リ ボ ー ス 合成酵素が活性化さ れ, そ の結果細胞
内 N A D量が著 しく減少す ること を明 らか に してい る1 1)
( 図3). そ こ で 今軌 ラ ッ ト に ア ロ キサ ンあるい は ス ト
レ プト ゾトシ ン を D N A切断が認められ たと同 一 の条件
で投与後, ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島と肝細胞 とを分離 し, 細
胞内の N A D量 を測定した. そ の結果, 表1 に示 す よう
に , ア ロ キサ ン あるい は ス ト レ プ トゾト シ ン の 玩=正和
投与に よ っ て も, ラン ゲ ル ハ ン ス 島 N A D量 は著 しく減
少す る こ と が見出さ れ た. ま た, 肝 N A D畳 はス ト レ プ
ト ゾト シ ン に よ り 対照の 74% に減少 したが , ア ロ キサ
Fig 2. Sedim e ntatio n pr ofile in a n alkalin e
Su Cr O S egradient of D N Aof r at tissu es afte r
alo x a n-O r StreptO Z OtO Cir い tr e atm ent. Ea ch
point repr e se nts the pe rc e ntage of total D N A
re c o v er ed. a a nd b;islet D N A. c a nd d; D N Aof
pan c re atic e x o c rin e c ells･ e a nd f;hepato cyte
D N A･ ◎ … … ○ ; u ntr e ated r ats, 0 - - 一 っ ; r atS
tre ated with allo x a n(40m g/kg). △ - -△ ; r atS
tre ated with str epto zoto cin(50mg/kg). Sedim en･
tatio n w a sfro mleftto right. Arro windic ate sthe
positio n ofa ba cte riophage Å. D NA .
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ン に よ っ て は影響され な か っ た .
以上 の 結果か ら, 先 に筆者ら が分離ラ ン ゲ ル
ハ ン ス 島




Bio che mic alev ents
"
1 1)･25)が, ア ロ キ サ ン
と ス ト レ プ ト ゾト シ ン の ど乃 び才知 投与に よ っ て も ラ ン
ゲ ル ハ ン ス 島細胞 に ほぼ 選択的 に ひ き 起 こ され る こ と
が 明 らか とな っ た .



















Fig 3. E ffe ct ofa1lo xan o r str epto z oto cin o npoly
(A D P- ribos e) syhthetase a c tivity and N A D
c o nte ntin pa n c re atic islets
ll)
･
Batche s of 300
islets w e rein c ubetedforO-60m inat370Cin the
pr e se n c e of a1lo x a n o r strepto z oto Cin ･ A fter
in c ubatio n, n u Cle a rfr actio n s w e reprepa redfrom
islets a nd ass ayed fo rpoly(A D P
- ribo se)synthe-
tase a ctivity. T he D N Aconte nt of e a ch islet
n u cle a rfr a ction w a sdete r min ed by a flu o r o
･
m etric m ethod2 2)a nd u sedto estim ate a c curately
the e n zym e a ctivity･ Alla ctivitie sw er e r elated
to activity at O min (10.9 pm ole s poly(A D P
-
ribo由)synthe sized pe rlOmin perJLgisletn u cle a r
D NA). a, Poly(A D P7ibo s e)syntheta s e a ctivity
in islets in cubated with lm M allo x a n(0); b,
っ ぎ に , 無処置 ラ ッ トか ら の 分離ラ ン ゲル ハ ン ス島
を 剛 - , ア ロ キ サ ンと ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン に よ るプ ロ
イ ン ス リ ン 合成低下 の 防止機構に つ い て, D N A 切断の
防止 ･ ポ リ A D P
- リボ ー ス 合成酵素の 制御の 2 つ の観
点 か ら検討 した.
1
.
ア ロ キサ ン , ス ト レ プ ト ゾ トシ ン の ラ ンゲ ル ハ
ン ス 島 D N A 切断作用 に お よ ぽ す ス ー パ ー オキ
シ ドジ ム ス タ ー ゼ , カ タ ラ





















ribo s e) syntheta se a ctivity in islets
in c ubated with 2m M strepto z oto cin (△)･ For
dete r min atio n of islet N A Dc o nte nt, batches
of
lOO islets w erein c ubated fo r O-60 min a
whichthey w e r edis rupted by s o nic ati()nin
l ml
of c old O.5 Npe rchlo ric a cid･ T he a cidTS Oluble
e xtra ct ｡fislets w a sbr o ught to pH 5.Owith K OH･
a nd N A Dc o ntentin the e xtra ct w a sdetermin ed･
T he v alue s w er e c o r re cted fo r o v er allr ec o v e
ry
bythe ad dit o n of
I 4C - N A D･ a ndr elatedto N A D
c｡ nte nt atO min(2.62pm olesN A Dperislet)･ C,
NAD c o nte nt in islets in c ubated with
l m M
allo x a n(.); d, N A Dc o ntentinisletsin c uba
ted
with 2m M strepto z oto cin(▲)･
実験的糖尿病の 発症 と防止 の 分子 機構
Table l. Effe ct of allo x a n- O r Str ePtO Z OtO Cin-ad ministr atio n o nislet o rliv e rN A D
C O nte nt
Tissu e A dministr atio n N A D Co nte nt
No n e(Co ntr ol)
40m g/kg A1lo xan
50m g/kg Streptozoto cin
Liv e r
No n e(Co ntr ol)
40m g/lくg Allo xan
50m g/kg Str epto zoto cin





11 3.6 (1 02)
82.1 ( 74)
A fte r administr atio n of allo x a n or strepto z otocin , pa n Cre aticislets a nd liv e r w e r e sim ul-
ta n e o u sly re m o v ed fr o m e a ch r at, a nd N A Dc ofltent Ofthetiss u e s w asdetermin ed. 1 4C.
N A Dw a s ad dedto e a ch sa mple befo r ethe e xtr a ctio nin pe rchloric a cid, a ndthe re c o v e ry
Of 1 4C-r adioa ctivityin the fin al pr epar atio n w a s r efe rr ed to fo r corr ection ofthe N A D
V alu efo r o v e r allr ec o very･ Re cov ery w a sbetw e e n85% a nd lOO%. The nu mbersin pa r･
e nthe se sgiv ethe pe rc e ntage ofthe co ntrol.
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図4,♂ に 示 すよ う に , 分離ラ ン ゲル ハ ン ス 島を 1mM
のア ロ キ サ ン 存在下 に 20分間イ ン キ エ ペ ー 卜す ると ,
D N A は著しく断片化され低分子側 に幅広い ピ ー クを示
す. と こ ろが , 培地中 に ラ ジ カル ス カ ベ ン ジ ャ ー で あ
る ス ー パ ー オ キ シ ド ジス ム タ ー ゼ(2×108U/ml)を共存
寧せ る■と, 低分子 側に 沈降する D N A は減少 し, か な り
の量の D N A が inta ct D N A の沈降位置に 回収さ れ る
ととが 見出さ れ た( 図4, ∂). こ の こ と は, ス ー パ ー オ
姦シ ド ジス ム タ ー ゼが アロ キサ ンの D N A切断作用 を防
放する こ と を示 し てい る. また, カ タ ラ ー ゼ の 添加に
よっ ても ア ロ キサ ン に よ る D N A切断 は著明 に防止 さ
れた. さ ら に , ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼと カ タ
テ ー ゼ の 両者を共存させ ると, アロ キサ ン の D NA 切断
作用 はほ ぼ完全に 防止 さ れ る こ とが 見出さ れ た. これ
らの結果は, ア ロ キサ ン が瀞性酸素の 生 成を介 し てラ
ンゲル ハ ン ス 島の D N A鎖を切 断する こと を示 唆して い
る .
･一 方, ス ト レ プ ト ゾ トシ ン の D N A切断作用( 図4,
C) は, ス ー パ ー オ キシ ドジ ス ム タ ー ゼ に よ り防止 され
なか っ た (図4, d).
2. ス ー パ ー オキシ ドジス ム タ ー ゼ t カ タ ラ ー ゼ に
よ る ア ロ キ サ ン の プ ロ イ ン ス リ ン合成低下作用
の 防 止
筆者らが す で に 明 ら か に して い るよ う に , ラ ン ゲ ル
ハ ン ス 島 D N A鎖が切断され ると, その結果プ ロ イ ン ス
リ ン合成は著しく低下 す る1 1). そ こ で つ ぎに , ア ロ キ サ
ン の プ ロ イ ン ス リ ン合成低下作用 が, D NA 切断を防止
した ラ ジカ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー に よ り防止 され る か どう
か を調べ た. そ の 結果, 図5 に 示 す よう に , ア ロ キサ
ン に よ る ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島プ ロ イ ン ス リ ン 合成の 低下
は, ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ の濃度に 依存 して
防止 され, さ ら に , ス ー パ ー オ キ シ ド ジス ム タ ー ゼお
よ び カタ ラ ー ゼ の 両者が 共存 す ると , よ り顕著な防止
効果 が認め られ た .
他 方, ス ト レ プ ト ゾト シ ン の プ ロ イ ン ス リ ン 合成低
下作用 は, これ らの ラ ジカ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー に よ っ て
は防止 さ れ な か っ た .
3, ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島核ポリ A D P- リボ ー ス 合成酵
素阻害物質 に よ る ア ロ キサ ン お よぴ ス ト レ プ ト
ゾ トシ ン の プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下作用 の 防止
筆者ら は つ ぎに, ラ ン ゲル ハ ン ス島細胞核の ポリ A D P
一リ ボ ー ス合成酵素を阻害 する物質が, ア ロ キサ ン あ る
い は ス ト レ プ トゾ ト シ ンの プ ロ イ ン ス リ ン合成低下作
用 に どの よ う に 影響す るか を検討 した.
図6 は Ya m a m ot ら1 0)が ラ ン ゲ )t/ ハ ン ス 島 ポ リ
A D P- リボ ー ス 合成酵素阻害物質と して す で に 明 らか
に して い る ニ コ チ ン 酸ア ミ ドと ピ コ リ ン 酸ア ミ ド に 加
え, ベ ン ズア ミ ドと そ の 誘導体, お よ びテ オ フ イ リ ン ,
イ ソ プ チJレメ チ ル キサ ン チ ン の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島ポ リ
A D P- リボ ー ス 合成酵素括性 に およ ぽす 阻害効果 を示
す
.
50% 阻害濃度は, ベ ン ズ ア ミ ド系が 5～ 35JJM と最
も 低く, ニ コ チ ン 幣ア ミ ド, ピコ リ ン酸ア ミ ド, テ オ
814
フ ィ リ ン , イ ソ プ チル メ チル キ サ ン チ ン は0.1m M 前後
の値 を示 した.
こ れ ら のポ リ A D P- リボ ー ス 合成酵素阻害物質を ア
ロ キサ ン ある い は ス ト レ プ ト ゾト シ ン と共に 培地中に
加 え てラ ン ゲ ル ハ ン ス 島をイ ン キ ュ ベ ー ト し, プ ロ イ
ン ス リ ン合成能を調 べ た結果が図 7 であ る. アロ キ サ
ン に よる プ ロ イ ン ス リ ン合成低下( 対照の 32%)は,
0.2, 0ふ 1m M ベ ン ズ ア ミド の共存 に より, それ ぞれ
略 62, 92% に 回復 した(図7, α). ス トレ プ ト ゾト シ
ン に よ るプ ロ イ ン ス リ ン 合成低下 も, ベ ン ズ ア ミ ドの
洩度に 依存 して防止され た( 図7, g). そ の 他 の ラ ン ゲ
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-
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addit o n of histo n eHll O)･11)). Ben z ami de(○), 3-
a min obe n z a mide(▲),3-nitrobe n z a mide(増),3,
m etho xybe n z ami de(★), the ophyllin e(○), 3
- iso･
butyト ト m ethylx a nthin e(△), pic olin ami de(□)
a nd nic otin a mide(☆).
実験的糖尿病の 発症 と防止の 分子 機構
ロ キサ ン と ス ト レ プ ト ゾ トシ ン に よ る プ ロ イ ン ス リ ン
合成低下を著 しく防止 した(図7, J い わ). しか も, ポ
リ A DP - リ ボ
ー ス 合成酵素の 阻害能が強い 物質ほ どよ




















Fig 7･ E ffe ct of poly(AD P- ribo s e) syntheta se
inhibito rs o n allo x a n-O r StreptO Z OtOCin-indu c-
edinhibitio n ofproinsulin synthe sis. Islets w er e
in c ubated in the pre s en c e of O.75m M allo x a n(a
~ d) o r3 m M strepto z oto cin (e-h) afte r the
pretreatm e nt with ben z amide (●), 3Ma min o･
be n z a mide (▲), 3-nitrobe n z ami de (坤), 3 -
m ethoxybo m z ami de.(★), pic olin a mide (口) ,
nicotin a mide(☆),the ophylユin e(0)o r3 - is obutyl
Nト m ethylx a nthine(△). Ea ch point in dic ate s
the per c e ntage ofthe c o ntrol in c ubated witho ut
a ny ad dito n.
815
た, 培地 中の ポ リ A D P- リ ボ ー ス合成酵素阻害物質の
濃度を酵素活性 の ほ ぼ完全な抑制が認め られ た濃度(ベ
ン ズア ミ ドで 1m M , ニ コ チ ン 酸ア ミ ドで 10m M な ど)
に ま で上 昇さ せ る と, ア ロ キサ ン と ス ト レ プ ト ゾトシ
ン に よ る プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下は ほぼ完全 に防止 さ
れ た.
4. ポリ A D P- リボ ー ス合成酵素阻奮物質の ア ロ キ
サ ン , ス ト レ プトゾ トシ ン に よ る ラ ン ゲ ル ハ ン
ス 島 D N A 切断 に お よ ぽす影響
以上 述 べ て き たよう に , ポ リ A DP - リ ボ ー ス 合成酵
素阻害物質は ア ロ キサ ン, ス ト レ プ トゾト シ ン に よる
プ ロ イ ン ス リ ン合成低下 を防止 したが, 図 8に 示 す よ
う に , ア ロ キサ ン, ス ト レ プ ト ゾ ト ン ン に よ る D N A切
断に 対 して は全 く影響を与 えず, D N A は切断され たま
ま で あ っ た
.
考 察
1890年 M e ring と M inko w ski2 7)は膵摘出動物が糖
尿病状態に 陥 る こ と を見出 した. こ こ に 糖尿病の実験
科学的研究 の歴史の第 1ペ ー ジが ひ らか れ, 1922年に
は Ba nting と Be st
2 7)に よ りイ ン ス リ ンが発見さ れた.
さ ら に 1943年ア ロ キサ ン 28)が, つ い で 1963年ス トレ プ
ト ゾトシ ン2 9)が催糖尿病物質と して見出され実験的糖康
病の 作製 に 用 い られ る に お よ んで, 移 しい 畳の知見が
集積さ れ る と こ ろと な っ た
.
しか し, そ の多く は, ア
ロ キ サ ン糖尿病ある い はス ト レ プト ゾトシ ン糖尿病 と
い っ た すで に発症 し て しま っ た後の 糖尿病状態や それ
に 対す る対症的治療 に 関す るも の であり, 発症機構 そ
のも の に つ い て は なお 不明の ま ま であっ た
.
筆者ら は過去数年来, ア ロ キサ ン と ス ト レ プ ト ゾト
シ ン の 作用 機構 を, 分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 を用 い た細
胞 レ ベ ル さ ら に は分子 レ ベ ル の 実験 に よ り追求 し てき
た結果, こ の 2 つ の 代表的催糖尿病物質が共 に , ラ ン ゲ
ル ハ ン ス 島の D N A鎖 を切断し て核 ポリ A D P-リボ ー
ス 合成酵素を活性化す る こ と を見出し11), ラ ン ゲ ル ハ ン
ス 島 D N A切断ヰ ポ リ A DP - リ ボ ー ス合成酵素活性化
■ N A D童減少■ プ ロ イ ン ス リ ン合成低下, とい う 糖尿
病発症の 新機序 を提唱して き た11ト 瑚 ･25) (図9).
本研究に お い て, 筆者は , ア ロ キ サ ン あ る い はス ト
レ プ ト ゾトシ ン の ラ ッ ト へ の ど乃 め 0 投与に よ り ラ ン
ゲ ル ハ ン ス 島 D N A鎖が切断され N AD量が減少する こ
と を見出 し, 上 述の D N A切断に は じま る 一 連の
"
Bio-
Chemic al e ve nts
"
が in vivoで も実際に ひき起 こ さ れ
る こ と を明ら か に した
.
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Fig 8. Sedim entatiorlprOfilein a n alkaline sucro segr adie nt of D N Aof isletsin c ubated with
allo x an o r strepto z oto cinin the pre se n c e ofp ly(A D P-ribo se)syntheta seinhibito rs. Ea ch
POint r epre se nts the pe rc entage of total DN Ar e c o v e redj O ; D N Aof islets incubated
Without allo x a n(a)o r str eptozoto cin (e). 0 ;Isletsin c ubated with lm M allo x a n(b),1 m M
aIlo x､a n a nd 4m M nic otin ami de･(c),l m M allo x an a nd lm M 3- a min obe n z a mide(d). A ;
Ⅰ学1et弓in糾bateq wi th 3m M strepto zoto cin V),3 m M str epto zoto cin a nd 4m M nic otin a mide
k),3 m M str epto zQtO Cin and lm M 3- a min obe n2;a mide(h)･ Sedim e ntatio n w a sfr o mleft to
right. Arr o windic ate sthe po sition of a ba cteriophage 入 D N A.
Supe ro xide Dis m uta s e, Catala s e Poly(A D P･ribo s e) Synthetase lnhibito rs
Fig 9. Pr opo sed m e ch anis m s of a ctio n ofallo x a n a nd str epto z oto cin o nislet B-Cells･ As
Eindic ated by the･Shaded lin e s, SuperOXide dism uta s e and c atala s e m a二y prote ct again st
alloxa n r indu c edpN Astra ndbre aks by pre v e ntingthefo r m atio n of O H･, and poly(A D P
-
ribo se)syptheta seinhibitors may protect against allox a n- a nd str epto zoto cin
- indu c ed
'■depre $貞o n of pr oinSulin synthe sis by inhibiting N A D degr adatio n thr o ugh poly(A D P
-
ribo se). R E R, r O ughe ndopla s mic retic ulu m.
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接する組織である膵外分泌腺の D N A はアロ キサ ン, ス
ト レ プ トゾト シ ン の わ7 め 0 投与の影響 を全くう けな
か っ た . こ の こ と は, これ らの 催糖尿病物質 が膵 ラ ン ゲ
ル ハ ン ス 島細胞に きわ めて特異的な親和性を有 す るこ
と を示 して い る . た だ, ス トレ プ ト ゾト シ ン に つ い て
は, 肝細胞 D N A を も切断す る こ とが 認 めら れ た. この
結果 は,1
4C で ラベ ル した ス トレ プ トゾト シ ン を マ ウス
に投与す る と肝に もか な りの取込 み が認 め られ る と い
う T錘1v eら
3 0)の 結果や , ラ ッ ト肝 D N A がス ト レ プ ト
ゾトシ ン投与に よ り著 し くメ チル 化され ると い う Be n･
nettら
3 ‖の 実験結果と 一 致す る もの で あ り, ス ト レ プ
トゾトシ ン が肝細胞 に もある程度の 耗和性 を有す る こ
とを示唆 して い る .
本研究で はま た, 分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島を用 い た ≠紹
房如 実験 によ り, ア ロ キサ ン の D N A切断作用さ ら に
はプロ イ ン ス リ ン合成低下作用が , ス ー パ ー オ キ シ ド
ラ ジ か レ(02T)を 消去 す るス ー パ ー オ キ シ ド ジス ム タ





に 防止 さ れ る こと が見出され た.
活性酸素のうち最も高い 反応性 を有す る ハ イ ド ロ キ シ
ル ラ ジカ ル (O H･) が 次式の反応 に よ り生成さ れ る32)
ことを考え合わせ ると', 02て + H202 → O H･ 十O H† +02
アロ キ サ ン によ る D N A切断の メカ ニ ズ ム と して, 図9
に 示す よう に , ア ロ キサ ン か ら最終的 に OH･が 生成さ
れ, この O H･が D N A鎖を切断す る こ とが考 えられる.
ごくト最近,Bra w nら33)も O H･が プ ラ ス ミ ド D N A を切
断す る可能性を示 して い る .
一 方 , ス ト レ プ ト ゾトシ ン の D N A切断作用 は ラジカ
ル ス カベ ン ジ ャ ー に よ り防止 され な か っ た . こ の こ と
は, ス トレ プ トゾ トン ン の g乃 め ∂ で の 催糖尿病作用
が ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼの 併用投与に よ っ て
も影響され なか っ たとい う Gold ら3 4)の報 告と 一 致する.
したが っ て, ア ロ キ サ ン の 場合 と異な り, ス ト レ プ ト
ゾトシ ン の D N A切断は活性酸素に よ るもの で はない と
考えら れ る
.
エ チル ニ トロ ソ ウ レ アに つ い て示 唆され
てい る よう に 3 4), ス ト レ プ ト ゾトン ン に よ る D N A鎖切
断はお そ らく, D N A 塩基の ア ル キル 化 に 伴う もの で あ
ろう.
本研究で は, さ らに , ベ ン ズア ミ ドな どの ラ ン ゲ ル
ハ ン ス 島核ポ リ A D P- リ ボ ー ス 合成酵素阻害物質に よ
り, アロ キサ ン お よびス トレ プ トゾト シ ン の プ ロ イ ン
スリ ン 合成低下作用が防止 され る こ とが 見出さ れた .
ポリ A D P- リ ボ ー ス 合成酵素阻害物質 は 一 方, ア ロ キ
サ ン, ス トレ プ トゾトシ ン の D N A切断作用 に は影響 を
お よ ぼさ な か っ た . したが っ て, 図 9 に示 す よう に,
ポ リ A D P- リ ボ ー ス 合成酵素阻害物質は, ポリ A D P-
リボ ー ス へ の NAD 分解を阻止 す る こと によりプ ロ イ ン
ス リ ン合成低下 を防止す る もの と考 えら れる .
本論文で は, ア ロ キサ ン と ス ト レ プ トゾト シ ン の膵
ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島細胞 へ の作用 とそ の防止 の機構 を中
心 に 述べ て きた が, これ らの結果か ら, ア ロ キサ ン ,
ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン と い っ た化学物質だ け でな く , ラ
ンゲル ハ ン ス 島細胞に親和性の ウイ)t/ス や r adiatio nな
どに より, ラ ンゲ ル ハ ン ス島 D N A が切断されポリ A DP
- リ ボ ー ス合成酵素が活性化さ れ る こと に よ っ て, イ ン
ス リ ン 依存性糖尿病 (Ⅰ型糖尿病) が発症する とい う
可能性が考 えら れ た ( 図9).
結 論
筆者 ら は先 に, 分離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 を用 い た わ2
ぬ わ 実験 に よ り, 代表的健糖尿病物質であるア ロ キサ ン
と ス ト レ プ トゾ トシ ンが , ラ ンゲル ハ ン ス 島 D N A鎖 を
切断す る こ と に よ り核ポ リ A D P-リ ボ ー ス 合成酵素 を
括性化 し, その 結果 N A D真の減少と プロ イ ン ス リ ン 合
成の 低下と を来た すこ と を明ら か に してい る (Ya m a･
m oto et al. Natu r e294,284
q 286(1981)).
今 回の 研究 に よ り筆者は, ラ ジ カル ス カベ ン ジ ャ ー
で あ る ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ と カタ ラ ー ゼ が
ア ロ キサ ン に よる ラ ンゲ ル ハ ン ス 島 D N A切断さら に は
プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下を防止する こ と を見出し, ま
た, ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島ポ リ A D P- リ ボ ー ス 合成酵素阻
害物質が ア ロ キ サ ン お よ び ス ト レ プ ト ゾト シ ン の プ ロ
イ ン ス リ ン 合成低下作用 を防止す る こと を明ら か に し
た
.
これ らの結果 は, ア ロ キサ ンが 活性酸素の 生成 を
介 してラ ン ゲル ハ ン ス鳥 D N Aを切断す る ことを示す と
とも に , ア ロ キサ ン と ス ト レ プ ト ゾ トシ ン が, D N A鎖
を切断し ポ リ A D P-リ ボ ー ス 合成酵素 を清性化す る結
果, ラ ン ゲル ハ ン ス 島で の プ ロ イ ン ス リ ン合成 を低下
させ る こ と をさ らに 強く 支持 して い る.
本研究 で は, ア ロ キ サ ン , ス ト レ プ ト ゾト シ ン の ラ
ッ ト へ の 玩∵ 扉 弼 投与 に よ っ て もラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の
D N A切断と N A D量減少が起 こ る こ とが 見出さ れた.
したが っ て, これ らの催糖尿病物質は,オ究 め 0 でも, D N A
切断■ ポ リ A D P- リ ボ ー･ス 合成酵素活性化･+ N A D量
減少 ■ プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下 と い う 一 連 の
"
Bio･
che mic al ev e nts
"
をラ ン ゲル ハ ン ス 島細胞内で ひき 起
こ す こ とに よ り糖尿病 を発症 させる` ものと考 えられ た.
本研究に よ り, イ ン ス リ ン依存性糖尿病 (Ⅰ型糖尿
818
病) の 成因さ らに は予防を鮮明す るた め の 重要な 手が
か りが 得ら れた も の と考 えられ る.
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D N A Str and Breaks by Al lo x an and Strepto ヱOtOCin
■in Pa ncre atic ‡dets of La ngedl皿S and
pro電e 血 g Mecha nis m sagain st Experim e ntal Dia
betes Hiroshi Ya m am Ot , Departm ent of
Biochemistry Pirector: Pr of･ Y ･ Yon eya m a), School of Medici
n e
,
Kan a za w aUniversity, Kan a･
z a w a, 920, Depart皿e nt Of Bioche mistry(rhrector: Prof･ H ･ O
ka m oto), Scho ol of Medicine,
Toya ma･Medical and Phar m ac
eutical University, Toy am a, 930
･01 - J･ Ju zenMed･ So c･ , 90,
809- 82 0(19 81)
Key words: 劇 0 Ⅹan, StreptozoltO Cin;Pa ncreaticislets of L
angerha ns, D N Astra nd breaks,
proin sul血 Syn也esis･
A pre vio u sin vitro study with is olat
ed r atpa n c reaticislets has show n
t hat al lo xan and str epL
o zotocin,typical diabetoge nic agents, C a u S eD N As
trand bre aksto stim ulate rrucle arpoly(AI)P･
ribose)synthetase, therebydepletingintr aceuular
N A D le vel andinhibitng pr oin sulin synthesis･
In the pre
JSent Study, e XPerim ents w eredesign ed to e x a m
ine whether or n otthe biochemical
eve ntsinitiated byislet DN A bre aks w e reindu c ed in vi
vo by alloxa n
- O r Str ePtOZ OtO Cin
-ad
stratio n. D iabetoge nic do se s of 山loxa n o rstrepto zO
tO Cin w ere irde cted intr av e n o u sly to W istar
rats
,
and velocity$edim e ntatio n ofDN A fr om islet o r n o n
-isletc ells w a s c a r ried o ut in a nalkaline
su cro se de nsity gradie nt. Islet DNA w asfo u ndto a ctu al ly be fr agm
e nted in viv o by allox an o r
streptoz otocin tr e atm e nt･ H o w ev e r, D N Aofp
a n cr e atic exocrin e c e11s w a s n ot affe cted by eithe r
allox a n- O rStrePtO Z OtOCin - adm in istr atio n･ H epato cyte D N A
w as fr agm ented bystrepto z oto cin
administratio n but n ot
)
by allox an . Intr a c6ⅠIula rN A D lev el w asde c re ased i
n t he tissu e s who s e
bN A w a sfr agm ented. T he r e sults might r ai$e a n O Vel aspe ct c o n c e mingthe o rga n otropis m s of
the diabetogenic age nts a姦 w ellas c on c e rnigthe m echa nis m s of t he a ctio
n of t he age nts･ M o r e一
占v eT,t he in vitr o
･study with isolatedislets dfrats r ev e aled that supero xide d ism uta se a nd cata
-
lase, S C a Ve nge r S Ofr adical0Ⅹy ge n S, prOte Cted against islet D N Ast
r a nd bre aks a nd inhibitio n of
proin$ulin synthesis indu ced by allo x a n･ T his
ind ic ates that a1lo xa n broke islet D N Astra nds
thr oughthe fo r m atio n ofr adic al oxy ge n s･ T he radic als c a v e nge rs didn ot affe ct isl
et DN Astr and
br e由 Pr/ inhib itio n of proin?ulin synt hesis induced by strepto z oto cin ･ On t h
e ot her hand
,
co mpou nds that inhibited islet nucle a rp
oly(A D P- ri bose) syntheta se w e refo u nd to prote ct
again$t auOXa n
- aS W ell as strepto z oto cin
-indu c ed inhibitio n ofproin s ulin synthe sis･ T he poly
(A D P･ ribo s¢) syntheta seinhibito rsw e rein effe ctiv e in prote ctio n against D N
A str a nd br e aks
indu ced by al lo x an o rstrepto zoto cin ･ T he s e r e sults als
o s up po rt t he propo salthat a1loxa n a
nd
$trePtOZOtO Cin indu ce diabete sthro
ugh the following bio che mic al ev e nts;
islet D N Astr and
bre aks ⇒ Stim ulati｡ n Ofnu clearpoly(A D P- ribo se)synthetase ⇒ depletio n ofintr a c ellula rN AD
⇒
inhibitio n ofpr oins ulin synt hesis･ T he evide n c
epr e s e nted he r e m ay pr o vide clu esfo r
elu cidating
the prev e ntio n ofinsuun
-depe nde nt d iabete s a s w ella sfo r u nde rsta
ndingits etiolog y･
